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Im Magensaft von Patienten, bei denen keine Anhaltspunkte für eine Störung der Porphyrinsynthese bestanden, wurden Porphyrine
nachgewiesen, die dünnschichtchromatographisch, fluorometrisch und spektrophotometrisch als Proto- und Koproporphyrin identifiziert
werden konnten.
Porpbyrins in gastric juice
Proto- and coproporphyrin were identified by thin-layer chromatography, fluorometry and spectrophotometry in the gastric juice of
patients who showed no evidence of disturbances in porphyrin synthesis.
Fluoreszenzoptische Untersuchungen zellulärer Sedi-
mente des Magensaftes bei Patienten mit Porphyria
cutanea tarda machten das Vorliegen von Porphyrinen
auf Grund typischer Fluoreszenzphänomene wahr-
scheinlich (1). Jedoch standen die Isolierung der Por-
phyrine und ihre physikalisch-biochemische Charak-
terisierung noch aus.
Da es bei den echten Porphyrien ähnlich wie bei den
Organ- und Serumüpoidosen (2) zu einer Vermehrung
von Substanzen in verschiedenen Organen und Organ-
systemen kommen kann, wo jene in erheblich geringerer
Konzentration auch physiologischerweise vorhanden
sind, lag es nahe, zu untersuchen, ob im Magensaft von
Personen, die nicht an einer Störung des Porphyrin-
stoffwechsels leiden, Porphyrine vorkommen und
welcher Art diese Porphyrine sind.
Material und Methoden
Zur Untersuchung wurde das Magensekret vor und nach Stimu-
lation mit Betazol1) verwendet. Das Sekret wurde sofort in ab-
gedunkelte Gefäße überführt und 10 Min. bei 2500 g zentrifugiert.
Nach dem Dekantieren des Uberstandes wurde das Sediment
tiefgefroren und lyophilisiert. Der Überstand wurde mit gesättigter
Natriumhydrogencarbonat-Lösung neutralisiert und zur Ad-
sorption der Porphyrine mit Talk (3) versetzt (0,6 bis 0,8 g/10 m/),
10 Min. geschüttelt und bis zum vollständigen Absitzen des
Talkes bei +4° gehalten. Nach einigen Stunden wurde der Über-
stand abgenommen. Man ließ den Talk bei 35° trocknen.
Isolierung der Porphyrine
Das lyophilisierte Sediment und der Talk wurden mit 5% (w/v)
Schwefelsäure-Methanol für 8 Stdn. bei Raumtemperatur ver-
setzt. Die weitere Aufarbeitung der Porphyrine aus dem Sediment
erfolgte nach der in dieser Zeitschrift beschriebenen Methodik (4).
Die an Talk adsorbierten und veresterten Porphyrine wurden mit
größeren Volumina nach demselben Prinzip extrahiert. Die Dünn-
schichtchromatographie wurde auf DC-Karten SI (Riedel-de Haen
37351) nacheinander in den Lösungsmittelsystemen Petroläther-
Diäthyläther 70:30 (v/v) (18cm) und Benzol-Essigsäureäthyl-
ester-Methanol 85:13,5:1,5 (v/v) (12—14cm) durchgeführt. Es
liefen Testsubstanzen mit (4). Die im UV-Licht markierten
Porphyrinzonen wurden eluiert (4).
*) Betazol = 3-^-Aminoäthylpyrazoldihydrochlorid (Eli Lilly).
Fluorometrische Auswertung der Cbromatogramme
Zur direkten fluorometrischen Auswertung der Porphyrinbanden
im Dünnschichtchromatogramm wurde ein Turner Fluorometer
111 mit rot-empfindlichem Photomultiplier HTV-R 136 und
Camag TLC Scanner verwendet. Die Meßbedingungen für die
Registrierung der aus Magensaft erhaltenen geringen Mengen
an Porphyrinen sind in der Legende zur Abbildung l aufgeführt.
Spektrophotometrische Analyse der Porpbyrinmetbylester
Die isolierten Porphyrinmethylester wurden in Cu-Chelat-Kom-
plexe umgewandelt (3) und in einem Zweistrahl-Spektralphoto-
meter gemessen (Abb. 2). Die Absorptionsmaxima der einzelnen
Porphyrinmethylester-Cu-Chelate und ihre millimolaren Extink-
tionskoeffizienten sind früher mitgeteilt worden (3).
Ergebnisse und Diskussion
Es wurde Magensaft von Patienten untersucht, bei
denen keine Hinweise auf eine hepatische Porphyrie
vorlagen und eine erythropoetische Porphyrieform
nicht in Betracht kam. Bei der Aufarbeitung, wie wir sie
nach Adsorption der Porphyrine an Talk (3) zur Dar-
stellung und Isolierung der Porphyrinmethylester
durchführen (4), wurden im Kieselgel-Dünnschicht-
chromatogramm unter langwelligem UV-Licht (366 nm)
rotfluoresziereride Banden gefunden, deren jßF-Werte
mit denen der mitgeführten Vergleichssubstanzen
Protoporphyrin-IX-dimethylester und Koproporphy-
rin-III-tetramethylester übereinstimmten. Uroporphyrin
war in den bisher untersuchten Fällen nicht nachweis-
bar. Die in direkter fluorometrischer Auswertung des
Dünnschichtchromatogramms mit einer für.Porphyrine
hochempfindlichen Meßanordnung, deren weitere Aus-
arbeitung sich in der Entwicklung befindet, registrierten
Peaks waren in Lage und Form mit den vom selben
Chromatogramm registrierten Zonen der Testsub-
staiizen identisch. Die fluorometrische Aufzeichnung
eines Chrpmatogramms ist in der Abbildung l wieder-
gegeben. Die von diesem Chromatogramm eluierten
und auf Grund ihrer geringen Konzentration zu
Kupferchelat-Komplexen umgesetzten Porphyrinme-
thylester aus Sediment und 'Überstand von 45m/
Magensaft wurden zusammen* spektrophotometrisch
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analysiert. Es ergaben sich die für Porphyrinmethylester
charakteristischen Cu-Chelat-Spektren mit den Ab-
sorptionsmaxima von Proto- und Koproporphyrin
•l
(Abb. 2). Wie aus den Resultaten in der Tabelle l her-
vorgeht, sind die Konzentrationen von Proto- und
Koproporphyrin im Magensaft sehr niedrig. Bei der
Untersuchung des' Magensaftes von verschiedenen
Patienten lag die Konzentration des Protoporphyrins
zwischen 0,5 und 6 nM. Der Befund macht es wahr-
scheinlich, daß Porphyrine im Magensaft von Porphyrie-
kranken in bedeutend größeren Konzentrationen be-
stimmt werden können, da über eine Porphyrinfluores-
zenz im Sediment des Magensaftes von Patienten mit
Porphyria cutanea tarda und Lebercirrhose schon
berichtet wurde (1). Es darf außerdem angenommen
werden, daß das Porphyringemisch im Magensaft von
Patienten mit einer Porphyria cutanea tarda eine kom-
plexere Zusammensetzung als bei Personen mit einem
Tab. l
Vorkommen und Konzentration der Porphyrine im Magensaft eines
Nicht-Porphyriepatienten nach dünnschichtchromatographischer Auf-
schlüsselung der Porphyrinmethylester, fluorometrischer Registrie-
rung der Porphyrine im Chromatogramm und spektrophotometrischer
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Abb. 2
Spektrophotpmetrische Analyse des Proto- ( ) und Kopropor-
phyrinmethylesters ( ), isoliert aus Magensaft mit präpara-
tiver Dünnschichtchromatographie, als Cu-Chelat-Komplex bei zwei-
facher Skalendehnung. Spektralphotometer DB-O Beckman mit 10-
Zoll-Kompensationsschreiber
-+ Abb. l
Fluorometrische Registrierung eines Dünnschichtchromatogramms
mit Porphyrinmethylestern, dargestellt aus reinem Magensaft eines
Nicht-Porphyriepatienten
a) Sediment, b) Überstand, c) Bahn der Vergleichssubstanzen. U -
Uroporphyrinmethylester, K — Koproporphyrinmethylester, P «
Protoporphyrinmethylester, F - Frontpeak (hellblau fluoreszierende
Zone)
Meßapparatur: Turner Fluorometer 111 mit Spezial-Photomultiplier
für gesteigerte rot-Empfindllchkeit (HTV-R136), ausgerüstet mit dem
Camag TLC Scanner und verbunden mit einem Hitachi Recorder
QPD-33, 10 mV. Meßbedingungen: Lampe 110—853, Primärfilter 813,
Sekundärfilter 820; Blendeneinstellung 30, Spaltbreite 2,1. Geschwin-
digkeit des TLC Scanners 2 cm/Min
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physiologischen Porphyrinstoffwechsel aufweist und
neben Di- und Tetracarboxyporphyrinen auch höher
carboxylierte Porphyrine enthält. Ob und wieweit
Anteile dieser Porphyrine die Konzentrationen von
Proto- und Koproporphyrin übersteigen können, ist die
Aufgabe weiterer Untersuchungen. Im Magensaft eines
Patienten mit Porphyria cutanea tarda, dessen Gehalt an
Proto- und Koproporphyrin nicht erhöht war, fand
sich zusätzlich nur noch Uroporphyrin 0,1 nM.
Nach der Verteilung der Porphyrine zwischen zellu-
lären Bestandteilen und Medium, die in verschiedenen
biologischen Systemen, wie Leberzellkulturen (4) und
Zellsuspensionen von Achromobacter metalcaligems (5)
analoge Verhältnisse sowohl in bezug auf die indivi-
duellen Porphyrine (6) als auch in Abhängigkeit von
der Syntheserate zeigten, war zu erwarten, daß Por-
phyrine nicht allein im Sediment des Magensaftes,
sondern auch im Überstand vorkommen. Aus der pro-
zentualen Verteilung der Porphyrine zwischen Sediment
und Überstand (Tab. 2) geht hervor, daß Kopropor-
Tab. 2













phyrin zum größten Teil aus dem Überstand isoliert
wurde. Auch in der Leberzellkultur nach Induktion der
Porphyrinsynthese (4) oder in einer bakteriellen Kultur
wurde Koproporphyrin zum überwiegenden Teil bis
ausschließlich (5) im Überstand gefunden. Diese Tat-
sache wird darauf beruhen, daß die Synthese von
Koproporphyrinogen und Koproporphyrin im Gegen-
satz zu Protoporphyrin in der Zelle nicht an Partikel
gebunden erfolgt (7), womit eine leichte Abgabe von
Koproporphyrin aus der Zelle verbunden ist. Das
extrazelluläre Auftreten von Koproporphyrin bei phy-
siologischem Porphyrinstoffwechsel ist eine kommune
Erscheinung. Koproporphyrin bildet beim Menschen
die Hauptfraktion der Urinporphyrine bei normo-
biochemischer Tetrapyrrolsynthese (8). Der Nachweis
eines relativ hohen Anteils von Protoporphyrin im
Überstand des Magensaftes (Tab. 2) wird darauf zu-
rückzuführen sein, daß bei der Sondierung des Nüchtern^·
Sekretes ein homogenes und intaktes Zellmaterial ge-
wöhnlich nicht erhalten wird. In den Sedimenten der
Magensäfte waren 52 bis 77% des gesamten Proto-
porphyrins enthalten.
Ein fehlender makroskopischer Nachweis der für
Porphyrine typischen Fluoreszenz im UV-Licht schließt
das Vorliegen auch größerer. Konzentrationen von
Porphyrinen im biologischen Material nicht aus. Eigen-
farbe oder Eigenfluoreszenz durch andere Pigmente in
den Extrakten des Gastrointestinaltraktes, des Urins
oder der Leber können ein negatives Ergebnis vor-
täuschen. Klarer hellgelber Urin, der im UV-Licht nur
schwach gelb-grün oder hellblau fluoresziert, kann
l //g/m/ und mehr Porphyrine enthalten. Weder im Sedi-
ment noch im Überstand der bisher aufgearbeiteten
Magen- und Duodenalsäfte von Nicht^Porphyriepatien-
ten konnten wir makroskopisch eine Rotfluoreszenz fest-
stellen. Auch nach Adsorption der Überstände an Talk
war eine Rotfluoreszenz des Adsorbens auf Grund der
kleinen Mengen von Porphyrinen im UV-Licht nicht
sichtbar. Porphyrine sind erst in unphysiologisch hohen
Konzentrationen makroskopisch in einer Flüssigkeit,
makroskopisch in Geweben, in Zellen und biologischen
Sedimenten durch Rotfluoreszenz zu erkennen. Da-
gegen können die im Kieselgel-Dünnschichtchromato-
gramm aufgetrennten Porphyrine noch in kleinsten
Mengen (4, 9) durch Rotfluoreszenz nachgewiesen
werden. GRANICK (10) gelang der mikroflüoreszenz-
optische Nachweis von Porphyrinen in Hühnerembryo-
Leberzellen, bei denen die Porphyrinsynthese durch
Pharmaka und Steroide induziert wurde. An den nicht-
induzierten Leberzellen konnte jedoch keine Porphyrin-
fluoreszenz beobachtet werden.
Die Herstellung des Methylesterextraktes der Porphy-
rine und dessen dünnschichtchromatographische Auf-
trennung eignet sich weiterhin zur Beurteilung, ob es
sich um reinen, d. h. nicht mit Duodenalsaft gemischten
Magensaft handelt, da in den Extrakt mit eingehende
Gallenfarbstoffe sich im unteren Drittel des TÜF-Werte-
Bereiches auftrennen. Der Duodenalsaft wird immer
dann Porphyrine enthalten, wenn er mit Galle gemischt
ist, da Porphyrine normalerweise mit der Galle ausge^
schieden werden (11). Auf die sich daraus ergebenden
Fragen wird an anderer Stelle eingegangen, wo über
weitere Untersuchungen zur Kenntnis der Porphyrine
im Magensaft, in Magen-Duodenalsaft^Gemischen und
in reinem Duodenalsaft, in denen wir ebenfalls regel-
mäßig Porphyrine, vorwiegend Proto- und Kopro-
porphyrin, fanden, im Zusammenhang mit den kli-
nischen Befunden berichtet wird.
Die Untersuchung wurde mit dankenswerter Unterstützung
durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft ermöglicht.
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